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ミング、SEL1Lともに必要でない	 (classⅠ)、②マンノーストリミングは必要だが	 	 
SEL1Lは必要でない	 (classⅡ)、③マンノーストリミング、SEL1Lともに必要	 (class
Ⅲ)という3通りの分類である。よって、膜タンパク質ERADはこれまで考えられていた
以上に複雑な経路により分解処分されていると考えられた。	 
	 	 
	 第2章では、3つホモログが存在するERAD因子EDEM（EDEM1/EDEM2/EDEM3）に着目
し、それぞれのシングルノックアウトおよびトリプルノックアウトDT40細胞を用いて
ATF6の分解に対する影響を調べた。内在性のATF6およびトランスフェクションにより
導入されたヒトATF6の分解は、EDEM1/2/3トリプルノックアウト細胞でほぼ完全に抑
制された。一方、3箇所の糖鎖付加部位に変異を導入したヒトATF6変異体の分解には	 
EDEM1/2/3トリプルノックアウトは影響を与えなかった。よって、ATF6の糖鎖トリミ
ング依存的な分解にEDEM1/2/3が関わっていると考えられた。それぞれのシングル
ノックアウト細胞における内在性のATF6およびトランスフェクションにより導入され
たヒトATF6の分解を調べた結果、3つのEDEMの中でEDEM2が特に分解に対する寄与が大
きいこと、次いでEDEM3の寄与が大きいことが分かった。また、これまでEDEM1、EDEM
3はマンノーストリミング活性を持つのに対し、EDEM2は活性を持たないと考えられて
いたが、EDEM2ノックアウト細胞でATF6のバンドサイズが明確に大きいことが分か
り、EDEM2がマンノーストリミングに関与する可能性が示唆された。これらのことに
より、ATF6の分解においてマンノーストリミングが重要であることが示唆された。	 
	 
	 以上より、ATF6はこれまで知られていた基質とは異なる特徴を有しており、膜タン
パク質ERADは今まで考えられていた以上に複雑なメカニズムにより分解されているこ
とがわかった。また、ATF6は小胞体ストレスセンサーとして重要であるのみならず、
ERADのモデル基質としてユニークで有用なタンパク質であることが明らかとなった。	 
	 
（論文審査の結果の要旨）	 	 
	 従来、ERADの解析は酵母細胞および哺乳類動物細胞を用いて行われて来た。酵母で
は遺伝子破壊が容易なため、しっかりとした結果が得られている。これに対して、哺
乳動物細胞では遺伝子破壊が困難なため、より簡便な遺伝子ノックダウンや過剰発現
によって解析が行われて来た。しかし、ノックダウンでは、残存しているタンパク質
の影響を無視できず、オフターゲット効果も心配される。過剰発現した細胞で得られ
た結果が本来の細胞内の出来事を反映している保障はない。	 
	 堀本氏の研究結果は、ニワトリDT40細胞が例外的に高い相同組換え効率を有してい
ることに着目して、遺伝子破壊によってERADを解析した点が独創的である。SEL1L
ノックアウト細胞とマンノーストリミング阻害剤を用いた解析の結果、膜タンパク質
ERAD基質を新たに3つのカテゴリーに分類することに成功し、ERAD研究分野に大きな
インパクトを与えた。また従来、マンノース活性を持つのか、持たないレクチンとし
て機能するのかで論争が行われてきたEDEMファミリータンパク質がマンノシダーゼと
して機能することを示唆する極めて重要な結果を得た。	 
	 
	 よって、本論文は博士（理学）の学位論文として価値あるものと認めた。また、平
成２８年１月１３日、論文内容とそれに関連した事項について試問を行った結果、合
格と認めた。	 
	 
